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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik oosit domba dari ovarium yang disimpan
pada suhu dan periode penyimpanan yang berbeda. Ovarium dari rumah potong hewan dibagi menjadi
tiga kelompok. Ovarium disimpan dalam larutan NaCl 0,9 % pada suhu 4, 27-28, dan 37-38 °C selama 2,
5-7, dan 8-10 jam untuk masih-masing suhu penyimpanan. Pada setiap akhir periode penyimpanan, oosit
dikoleksi dari ovarium dengan menggunakan metode penyayatan. Oosit kemudian diseleksi dan dibagi
menjadi 4 (empat) kelompok yaitu kelompok A, B, C, dan D berdasarkan lapisan sel kumulus dan gam-
baran sitoplasmanya. Oosit dengan kualitas A yang dikoleksi dari ovarium 2 jam dan 5-7 jam (P>0,05)
tidak berbeda, tetapi kemudian menurun setelah penyimpanan 8-10 jam (P<0,05). Oosit dengan kualitas
B yang dikoleksi 5-7 jam setelah penyimpanan lebih tinggi dari pada kelompok 2 dan 8-10 jam (P<0,05).
Tidak ditemukan adanya perbedaan jumlah oosit dengan kualitas C yang diperoleh pada penelitian ini.
Sedangkan jumlah oosit dengan kualitas D meningkat seiring dengan lamanya waktu penyimpanan
ovarium pada suhu 37-38 °C (P<0,05). Berdasarkan dari data tersebut di atas dapat disimpulkan bahwa
kualitas oosit menurun seiring dengan periode penyimpanan ovarium. Penurunannya terlihat secara
nyata setelah 8-10 jam dari periode penyimpanan ovarium kecuali pada kelompok 4 °C.

Kata kunci: oosit, domba, penyimpanan ovarium, suhu

ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the characteristic of sheep oocytes from the ovaries that
was stored at different temperature and period. The ovaries were stored at 4 °C for the period of 2, 5-7
and 8-10 h; 27-28 °C for 2, 5-7 and 8-10 h; and the third group was stored at 37-38 °C for 2, 5-7 and 8-10 h.
At the end of the storage period, the oocytes were collected from the ovaries using the slicing method.
Collected oocytes were graded as A, B, C and D based on the layers of the cumulus cell and images of
the cytoplasm. The A quality of oocytes collected at 2 h after storage was significantly higher than those
of oocytes from ovary storage for 8-10 h. On the other hand the B quality of oocytes collected at 5-7 h
was higher than other groups (P<0.05). These result suggested that quality of oocytes decrease as long
as storing of ovaries, except for 4 °C group.
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PENDAHULUAN

Keberhasilan dari teknologi in vitro fertilization
(IVF) sangat dipengaruhi oleh kualitas oosit dan
sel spermatozoa yang digunakan. Kualitas oosit
sangat dipengaruhi oleh penanganan ovarium se-
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jak dikeluarkan dari tubuh hewan, selama proses
transportasi ke laboratorium dan saat dikoleksi
hingga mengalami proses maturasi (Choi et adl.,
2004). Ovarium yang dikeluarkan dari tubuh
hewan, umumnya tidak lagi mendapatkan suplai
darah yang menyebabkan oosit mengalami is-
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kemia (Wang et al., 2011). Kondisi iskemia da-
pat menyebabkan perubahan pada folikel
karena berkurangnya oksigen, akumulasi hasil me-
tabolisme, berkurangnya glukosa, dan meningkat-
nya indeks apoptosis pada sel granulosa (Pedersen
et al., 2004). Selain itu, Schatten & Gheorghe
(2007) menyatakan bahwa oosit primer lebih
sensitif terhadap lingkungan, sehingga metode
penanganan ovarium selama trasportasi penting
untuk dioptimalkan agar dapat menjaga kondisi
oosit tetap baik. Oleh karena itu, diperlukan
penelitian untuk mengetahui kondisi optimum
media transportasi agar kualitas oosit tetap dapat
dipertahankan untuk mendukung keberhasilan in
vitro maturation (IVM), in vitro fertilization dan in
vitro culture (IVC). Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui karakteristik oosit domba dari ovarium
yang disimpan pada suhu dan periode penyimpanan
yang berbeda sehingga didapatkan suatu metode
penyimpanan ovarium selama transportasi yang
mampu mempertahankan kualitas oosit domba.

BAHAN DAN METODE
Koleksi Ovarium

Ovarium yang diperoleh dari rumah potong he-
wan dibagi menjadi tiga kelompok untuk disimpan
pada suhu dan periode waktu yang berbeda. Ova-
rium disimpan dalam larutan NacCl 0,9% pada suhu
4,27-28, dan 37-38 °C selama 2, 5-7, dan 8-10 jam un-
tuk masing-masing suhu penyimpanan.

Koleksi Oosit

Pada setiap akhir periode penyimpanan ovari-
um, oosit dikoleksi dari ovarium dengan mengguna-
kan metode penyayatan dalam phosphate buffered
saline (PBS). Oosit yang telah dikoleksi, kemudian
diseleksi menjadi 4 (empat) kelompok yaitu kelom-
pok A, B, C, dan D berdasarkan lapisan sel kumulus
dan gambaran sitoplasmanya (Wood & Wildt, 1997;
Gordon, 2003). Oosit dikelompokkan ke dalam
kelompok A jika dilapisi oleh lebih dari lima lapis
sel kumulus dengan sitoplasma yang homogen dan
berwarna hitam. Kelompok B adalah oosit yang
dikelilingi oleh kurang dari lima lapis sel kumulus
dengan sitoplasma yang homogen dan berwarna
hitam. Kelompok C adalah oosit mempunyai sedikit
kumulus dengan sitoplasma yang sudah tidak ho-
mogen. Kelompok D adalah oosit yang mempunyai
sitoplasma transparan, zona pelusida terlihat di-
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Gambar 1 Pengelompokan oosit berdasarkan kuali-
tas: A) oosit yang dilapisi oleh lebih dari
lima lapis sel kumulus dengan sitoplasma
yang homogen dan berwarna hitam. B)
oosit yang dikelilingi oleh kurang dari
lima lapis sel kumulus dengan sitoplasma
yang homogen dan berwarna hitam. C)
oosit masih terlihat sedikit kumulus, zona
pelusida masih terlihat dan sitoplasma
yang sudah tidak homogen. D) oosit yang
mempunyai sitoplasma transparan, zona
pelusida terlihat sebagian atau tidak ada,
dan lapis sel kumulus hampir hilang atau
hilang seluruhnya (Gordon, 2003).

lapisi oleh separuh atau tidak ada, dan lapis sel ku-
mulus hampir hilang atau hilang seluruhnya.

Analisis Data

Pengulangan dilakukan sebanyak 5 kali. Oosit
yang telah dikelompokkan dihitung nilai rataan
dan persentase kemudian dianalisis menggunakan
ANOVA dua arah.

HASIL

Data pada Tabel 1 merupakan hasil yang diper-
oleh dari ovarium yang dibawa ke laboratorium
pada suhu 4 °C dengan waktu penyimpanan yang
berbeda. Persentase oosit yang diperoleh ber-
dasarkan lapisan sel kumulus dan gambaran sito-
plasmanya (kualitas A, B, C, dan D, Gambar 1) tidak



berbeda diantara kelompok penyimpanan ovarium
(P>0,05).

Data pada Tabel 1 merupakan hasil yang diper-
oleh dari ovarium yang dibawa ke laboratorium
pada suhu 4 °C dengan waktu penyimpanan yang
berbeda. Persentase oosit yang diperoleh ber-
dasarkan lapisan sel kumulus dan gambaran sito-
plasmanya (kualitas A, B, C, dan D, Gambar 1) tidak
berbeda diantara kelompok penyimpanan ovarium
(P>0,05).

Tabel 2 menyajikan oosit yang diperoleh dari
ovarium yang dibawa atau disimpan pada suhu
27-28 °C dari rumah potong hewan sampai oosit
dikoleksi. Dari kelompok perlakuan ini, diperoleh
oosit dari ovarium yang disimpan selama 2 jam
dengan kualitas A lebih tinggi daripada oosit yang
diperoleh dari ovarium yang disimpan pada suhu
yang sama selama 5-7 dan 8-10 jam (P<0,05). Oosit
dengan kualitas B, C, dan D yang diperoleh tidak
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata di-
antara kelompok perlakuan (P>0,05).

Tabel 3 menyajikan oosit yang diperoleh dari
ovarium yang ditransport atau disimpan pada
pada suhu 37-38 °C dengan waktu yang berbeda.
Berdasarkan kualitas oosit yang diperoleh, oosit
dengan kualitas A yang dikoleksi dari ovarium 2
jam dan 5-7 jam penyimpanan ovarium (P>0,05)
tidak berbeda, tetapi kemudian terjadi penurunan
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jumlah oosit dengan kualitas A yang diperoleh sete-
lah penyimpanan 8-10 jam (P<0,05). Oosit dengan
kualitas B yang dikoleksi 5-7 jam setelah penyim-
panan lebih tinggi dari pada kelompok 2 dan 8-10
jam (P<0,05). Tidak ditemukan adanya perbedaan
jumlah oosit dengan kualitas C yang diperoleh pada
penelitian ini. Sedangkan jumlah oosit dengan kual-
itas D meningkat seiring dengan lamanya waktu
penyimpanan ovarium pada suhu 37-38 °C (P<0,05).

Gambar 2 menyajikan persentase jumlah oosit
dengan kualitas A dan B yang merupakan oosit
yang sering dipakai untuk proses produksi embrio
in vitro (Gordon, 2003). Dari data ini diperoleh
bahwa jumlah oosit dengan kualitas A dan B tidak
berbeda diantara kelompok perlakuan kecuali pada
kelompok ovarium yang disimpan pada suhu 37-38
°C selama 5-7 jam berbeda nyata dengan kelompok
ovarium yang disimpan pada suhu 37-38 °C selama
8-10 jam.

PEMBAHASAN

Transportasi ovarium dari rumah potong he-
wan atau dari tempat dimana hewan tersebut mati
tanpa suplai darah dapat menyebabkan penurunan
kualitas oosit (Wongsrikeao et al., 2005). Berhenti-
nya suplai darah pada ovarium menyebabkan ter-

Tabel 1 Kualitas oosit yang diperoleh dari ovarium domba setelah disimpan pada suhu 4 °C
dengan periode waktu yang berbeda.

Jumlah Kualitas Oosit (% + SD)
Kelompok .
Oosit A B C D
2 jam 242 45 (18,6 £ 5,3) 70(28,9+7,6) 95(39,3+9,9) 32(13,2+11,1)
5-7 jam 293 56(19,1+13,1) 85(29,0+9,8) 100 (34,1+13,6) 52(17,8+11,7)
8-10 jam 291 36(12,4+14,1) 85(29,2+8,)9) 108 (37,1+9,5) 62 (21,3+11,7)

A, B, ¢, dan D adalah pengelompokan oosit berdasarkan Gordon (2003).

Tabel 2 Kualitas oosit yang diperoleh dari ovarium domba setelah disimpan pada suhu
27-28 °C dengan periode waktu yang berbeda.

Jumlah Jumlah Oosit dengan Kualitas (% + SD)
Kelompok .
Oosit A B C D
2 jam 180 45 (25,0 +1,8)° 52(28,9+7,4) 47 (26,1+10,9) 35(19,4+4,7)
5-7 jam 206 35(17,0+3,5)° 35(34,5+13,1) 69 (33,5+6,4) 31(15,1+11,3)
8-10 jam 263 36(13,7+8,2)° 36 (29,3+9,0) 86(32,7+14,1) 64(24,3+13,7)

A, B, C, dan D adalah pengelompokan oosit berdasarkan Gordon (2003).
a,b Nilai yang mempunyai perbedaan yang signifikan dalam satu kolom yang sama (P<0,05)
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Tabel 3 Kualitas oosit yang diperoleh dari ovarium domba setelah disimpan pada suhu
37-38 °C dengan periode waktu yang berbeda.

Jumlah Oosit dengan Kualitas (% + SD)

Jumlah
Kelompok .
Oosit A B C D
2 jam 180 58 (27,6 +1,7)? 58 (27,6 £ 4,5)* 60 (28,6 £ 3,8) 34 (16,2 £ 4,0)*
5-7 jam 206 48 (22,5 + 8,8)° 75(35,2+2,1)° 68 (31,9 £ 13,8) 22 (10,3 £ 7,8)°

8-10 jam 263 39(13,4+6,0)°

73(25,0x4,1)

105(36,0+12,6)  75(25,7+6.5)°

A, B, C, dan D adalah pengelompokan oosit berdasarkan Gordon (2003).
a,b Nilai yang mempunyai perbedaan yang signifikan dalam satu kolom yang sama (P<0,05)

jadi perubahan metabolisme sel dari areobic men-
jadi anaerobic. Pada kondisi anaerob, metabolisme
sel-sel ovarium akan menghasilkan asam laktat dan
asam fosfat yang banyak. Akumulasi asam laktat
dan asam fosfat akan meningkatkan jumlah ion H+.
lon H+ ini mudah masuk ke dalam pori membran
plasma oosit sehingga kondisi sitoplasma oosit le-
bih asam berbanding lingkungan sekitarnya. Kondi-
si asam ini menyebabkan kerusakan pada oosit,
seperti fragmentasi pada DNA (Wongsrikeao et al.,
2005). Oleh karena itu, suhu dan waktu transpor-
tasi ovarium yang tepat sangat diperlukan untuk
dapat mempertahankan kualitas oosit (Choi et al.,
2004).

Ovarium yang disimpan pada suhu dingin (4 °C)
merupakan salah satu metode yang dipakai untuk
memperlambat kerja metabolisme selular sehingga

70 1
60 -
50 -
40 A

30 4

Persentase

10 4

akumulasi asam dapat dihambat sampai waktu ter-
tentu (Petrucci et al., 2010). Berdasarkan hasil yang
diperoleh pada Tabel 1, oosit dengan kualitas A, B, C,
dan D tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan
diantara kelompok perlakuan, yaitu penyimpanan
suhu 4 °C pada suhu 2, 5-7, 8-10 jam. Pada penelitian
ini, pengaruh penyimpanan pada suhu 4 °C selama
8-10 jam mungkin menyebabkan metabolisme sel-
sel ovarium dan oosit dapat diturunkan sehingga
menurunkan kebutuhan oksigen dan menghemat
energi (Taylor, 2006). Evecen et al. (2009) melapor-
kan bahwa ovarium kucing yang disimpan selama 2
jam dan 24 jam pada suhu 4 °C tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan terhadap kemampuan
oosit untuk mencapai metafase Il secara in vitro,
kemampuannya baru menurun setelah disimpan
selama 48 jam. Penelitian pada kuda (Love et dl.,

4°C 27°C
Suhu

Gambar 2 Persentase jumlah oosit dengan kualitas A dan B yang dikoleksi dari ovarium yang disimpan
pada suhu dan periode waktu yang berbeda. Huruf a,b menunjukkan tidak ada perbedaan yang
signifikan sedangkan huruf a dan b menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan (P<0,05).
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2003), anjing (Lee et al., 2006) dan babi (Yuge et
al., 2003) menunjukkan tidak terdapat perbedaan
yang signifikan terhadap kemampuan oosit untuk
mengalami maturasi dari oosit yang diperoleh sete-
lah disimpan pada suhu 4 °C selama 2 hingga 24 jam.
Hal ini berbeda dengan yang dilaporkan oleh Car-
valho et al. (2001) dan Ozen et al. (2006) yang men-
yatakan bahwa oosit domba lebih rentan terhadap
suhu dingin karena membran lipid pada oosit tidak
mampu bertahan pada suhu dingin. Paparan ter-
hadap suhu dingin dapat menyebabkan hilangnya
integritas dari membran oosit (Wongsrikeao et al.,
2005). Penyimpanan pada suhu dingin juga dapat
menyebabkan terjadinya pengerasan zona pelusi-
da sehingga mengurangi kemampuan oosit untuk
difertilisasi (Parks & Ruffing, 1992).

Suhu ruang (27-28 °C) dalam penelitian ini digu-
nakan sebagai kontrol dan sebagai upaya untuk
mengantisipasi apabila di lapangan tidak tersedia
es dan air hangat. Data pada Tabel 2 memperli-
hatkan perbedaan yang signifikan pada kelompok
oosit dengan kualitas A dengan perbedaan waktu
penyimpanan. Persentasi jumlah oosit dengan
kualitas A lebih tinggi pada penyimpanan 2 jam
(25%) dibandingkan dengan penyimpanan 5-7 jam
(17%) dan 8-10 jam (14%). Perdesen et al. (2004) me-
laporkan bahwa penyimpanan ovarium kuda pada
suhu ruang selama 3 jam pertama setelah hewan
disembelih belum terjadi apoptosis pada sel granu-
losa tetapi setelah penyimpanan 5 jam terjadi apop-
tosis pada sel granulosa sebesar 22% dan setelah 24
jam sebesar 78%. Begitu juga halnya pada penelitian
ini, jumlah oosit dengan kualitas A yang dikoleksi
berkurang dengan bertambahnya waktu penyim-
panan ovarium. Penelitian pada folikel tikus juga
memperlihatkan gambaran apoptosis yang terjadi
secara progresif seiring dengan bertambahnya
waktu penyimpanan. Selain peningkatan apopto-
sis, jumlah oosit tanpa sel kumulus juga bertambah
dan kekompakan kumulus-oosit juga berkurang
seiring dengan bertambahnya waktu (Perdesen et
al., 2004).

Penyimpanan ovarium pada suhu 3738 °C
sering digunakan karena suhu ini mendekati suhu
tubuh hewan. Blondin dan Sirard (1995) melapor-
kan bahwa penyimpanan ovarium pada suhu 30 °C
selama 3-4 jam dapat meningkatkan kompetensi
perkembangan oosit untuk mencapai metafase
[l secara in vitro. Data pada penelitian ini menun-
jukkan bahwa oosit dengan kualitas A dan B yang
dikoleksi dari ovarium yang disimpan pada suhu 27-
28 °C dan 37-38 °C menunjukkan kencenderungan
lebih tinggi selama 2 dan 5-7 jam penyimpanan
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dibandingkan dengan penyimpanan pada suhu 4
°C. Menurut Febretrisiana (2012), lingkungan mikro
yang baik pada folikel dapat dipertahankan pada
4 jam setelah pemotongan. Lingkungan mikro ini
menyerupai kondisi di dalam tubuh hewan pada
saat terjadi proses preovulatori folikel (sebelum
terjadi proses ovulasi). Akan tetapi, penyimpanan
pada suhu ini lebih dari 8 jam menyebabkan penu-
runan perolehan oosit dengan kualitas A dan B dan
terjadi peningkatan jumlah oosit dengan kualitas D
seiring dengan lama waktu penyimpanan ovarium.
Setelah 4 jam, lingkungan penyimpanan oosit tidak
lagi mampu mendukung kebutuhan sel-sel untuk
mendapatkan nutrisi yang akan menyebabkan
kondisi anaerob. Akumulasi asam dan peningkatan
ion-ion akan menyebabkan perubahan pH dan os-
molalitas membran selular menjadi permeable,
sehingga air masuk ke intrasel yang menyebabkan
degenerasi sel-sel oosit (Carvalho et al., 2001).

Berdasarkan dari data tersebut di atas dapat
disimpulkan bahwa kualitas oosit menurun seiring
dengan periode penyimpanan ovarium. Penurunan
kualitas terlihat secara nyata setelah 8-10 jam dari
periode penyimpanan ovarium, kecuali pada kelom-
pok 4 °C dimana kualitas oosit masih tetap dapat
dipertahankan.
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